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はじめに
　小児科には現在 7つの臨床研究グループがある
が，主に研究テーマにより 2つの大きな研究グ
ループとして集約・再編され横断的・機能的な連
携のある研究活動を推進してきている。以下に 2
グループの研究内容を紹介する。ここでは前回
2005年の千葉医学雑誌での紹介後の研究について
述べる。
Ⅰ ．遺伝子発現・生体機能およびそれに関
わる環境因子研究グループ : 下条直樹准教
授，皆川真規講師，石和田稔彦講師，冨板
美奈子助教，ほか
（免疫・アレルギー，内分泌，感染症を専門
とするグループ）
1  ）免疫反応の個体差と感染・アレルギーの関連
に関する研究
①  respiratory syncytial virus （RSV）感染に対
する応答性の個体差
　乳児期にRSV細気管支炎（重症RSV感染症）
に罹患するとその後に反復性喘鳴をきたして喘息
に進展する患者が多いことが知られている。一
方で 3歳までにほぼ100％の児がRSVに感染する
が，そのうちの一部の患者のみが細気管支炎を発
症する。この結果はRSV感染に対しての生体応
答性に個体差があることを示唆している。そこで
我々は，RSV細気管支炎患者と過去に喘鳴の既
往のない非アトピー健常児について，いくつか
の免疫分子の遺伝子多型を解析した。その結果，
RSVの自然免疫系による認識に関与する可溶性
CD14分子および白血球の遊走に関わるケモカイ
ンの機能的な遺伝子多型が細気管支炎発症に関与
することを初めて見いだした。この結果は，いく
つかの免疫関連分子の遺伝子多型を調べておくこ
とでRSV細気管支炎に感受性のある児をあらか
じめ同定できる可能性を示しており，細気管支
炎の予防上有用な指標となると思われる。また，
RSV細気管支炎発症の機序についても示唆を与
える。
② アレルギー反応における環境因子・遺伝因子の
相互作用
　一般的にダニ感作のおきやすさや喘息の発症は
免疫関連分子の遺伝子多型により規定されると考
えられているが，報告により一定した結果が得ら
れていない。これは，遺伝子の働きが環境によっ
て変化する可能性を示唆している。そこで我々
は，アレルゲン感作レベルに与える，免疫関連分
子の遺伝子多型といわゆる衛生仮説に関連する環
境因子の影響を一般小児集団を対象に検討した。
その結果，ダニ感作の強さがCD14遺伝子や IL-4
リセプター遺伝子の特定の多型と乳幼児期の保育
園通園の組み合わせによって規定される可能性を
世界で初めて見いだした。すなわち，アレルゲン
感作には遺伝子・環境因子の相互作用があり，画
一的なアレルゲン除去がすべての児にとって感作
を抑制するとは限らないことになる。この結果は
アレルギー疾患発症の分子基盤の複雑さを示して
もいる。
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③腸内細菌叢とアレルギー発症に関する研究
　関連病院産科の協力を得て出生コホートを開始
し，母および新生児の腸内細菌叢を培養法，PCR
法を用いて解析した。その結果，アレルギーを発
症した児においては出生早期の腸内細菌叢の偏り
があること，また児の腸内細菌叢が母親の腸内細
菌叢と深く関連することを明らかとした。現在，
妊婦，新生児を対象とする介入研究を開始してお
り，アレルギーの発症予防を目指す。
2）小児感染症の病態解析と治療法に関する研究
① インフルエンザ菌，肺炎球菌全身感染症罹患率
調査と分離菌の血清型・薬剤感受性に関する研
究
　本邦に導入されたインフルエンザ菌b型（Hib）
ワクチン，これから導入が予定されている肺炎球
菌 7価結合型ワクチンの効果を証明するため，千
葉県内のワクチン導入前後の全身感染症発症率調
査と分離菌の血清型・薬剤感受性などの細菌学的
検討を継続的に行っている。このデータは，今後
両ワクチンが定期接種化されるためには，必要不
可欠なものになると思われる。
②  Hib全身感染症罹患者およびHibワクチン接
種者の抗polyribosylribitol phosphate（PRP）
抗体価に関する研究
　抗PRP抗体はHibに対する防御抗体であり，抗
PRP抗体価が 1μg/㎖以上があれば，長期防御能
があるとされる。我々は，Hib全身感染症未罹患
者・Hibワクチン未接種者を対象に抗PRP抗体測
定を行い，日本人の乳幼児の多くが，十分な防御
抗体価を有していないことを報告した。Hib全身
感染症罹患者の急性期の抗PRP抗体価を測定し，
抗PRP抗体価を有していないことを明らかにす
ることは，Hibワクチンの必要性を証明する上で
重要である。また，2008年12月に導入されたHib
ワクチンは，接種開始年齢ごとに接種回数が違う
が，臨床治験では，標準的な接種開始年齢による
抗体価測定しか実施されていない。現在の接種ス
ケジュールで，問題ないかどうかを抗体価の面か
ら検証することを現在計画中である。
③  RSウイルス（RSV）と細菌の重感染に対する
抗アレルギー薬の及ぼす影響に関する研究
　RSV感染症では，細菌の 2次感染を伴うこと
が多く，症状の重症化や遷延化に関与する。一方，
RSV感染症では，喘鳴を伴うことが多く乳児喘
息との鑑別が難しいことから，臨床の現場では，
しばしば抗アレルギー薬やステロイドが治療の一
環として使用される。しかしながら，これら抗
アレルギー薬やステロイドが，RSV感染症に合
併する細菌の 2次感染に及ぼす影響については，
不明な点が多い。我々は，気道上皮細胞株を用
い，in vitroで，RSVとインフルエンザ菌を重感
染させ，抗アレルギー薬やステロイドの効果に関
する検討を行っている。これまでの検討の中で，
DSCGがRSV感染気道上皮細胞に対するインフ
ルエンザ菌の付着を低下させるという知見を得て
おり，現在そのメカニズムに関して検討を続けて
いる。
3  ）GNAS遺伝子をモデルとした遺伝子エピジェ
ネティクス制御の解析
　GNAS遺伝子は 7回膜貫通型受容体の細胞内
シグナル伝達に介在するGタンパクの一つである
Gsαタンパクをコードする遺伝子である。Gsα
は副甲状腺ホルモン（PTH），甲状腺刺激ホルモ
ン（TSH），黄体形成ホルモン（LH）や神経伝達
物質などに対する特異的受容体と共役するが，遺
伝子発現はインプリンティング制御により組織特
異的に母系アリルに限定している。PTHに対す
る標的組織の抵抗性を特徴とする偽性副甲状腺機
能低下症においてGNAS遺伝子のGsαタンパク
コード領域の変異および発現制御領域のDNAメ
チル化異常について多数同定してきた。DNAメ
チル化をマークとする父系アリルの組織特異的発
現抑制機構を解明するために転写制御領域の機能
的解析を進めている。また，GNAS遺伝子からは
GsαタンパクとC端を共有するXLαsと呼ばれる
Gタンパクも転写発現しているが，このXLαsは
Gsαタンパクとは逆に父系発現している。XLαs
の生体内での役割はまだほとんど知られていない
が，エネルギー代謝制御に関与していることが推
測され，XLαs制御領域のDNAメチル化異常を
合併している偽性副甲状腺機能低下症での臨床像
の解析を行っている。インプリンティング制御は
主に胎児発育に関わる遺伝子でみられるが，子宮
内胎児発育不全児の 1割は成長障害が持続した
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り，低出生体重児では成人期以降にいわゆる生活
習慣病発症のリスクが高いことが疫学的にしめさ
れている。これらのことから胎児形成期に生じた
インプリンティング遺伝子の発現制御機構の破綻
が疾患感受性に大きな影響を与えているものと考
え今後の研究を進める。
　本研究グループでは，①疾患発症における環境
（外来）因子と個体側因子の関与，②個体側因子
としての遺伝子発現のepigeneticな調節，のふた
つを大きなテーマとしている。感染・アレルギー
については，感染因子側の特徴と個体側の因子と
しての自然免疫系の遺伝子発現を，また遺伝子の
epigeneticな調節としては，成長関連の遺伝子お
よび自然免疫・獲得免疫遺伝子群のepigeneicな
調節機構の解析を目標としている。
Ⅱ ．炎症・修復・再生・発癌機構解析グルー
プ : 藤井克則助教，小川真司助教，安川久
美助教，ほか
（神経，代謝・肝臓，循環器，血液腫瘍を専
門とするグループ）
1）形態形成および発癌機構の研究
　ヘッジホッグ経路は，細胞の形態形成および増
殖に関わる分子から構成され，その異常は先天性
奇形症候群および癌形成を来たす。いずれも小児
科領域において重要な疾患群であり，我々はその
治療法確立のため研究活動を継続している。中
でもGorlin症候群は1960年にGorlinらによって報
告された常染色体優性遺伝性疾患であり，肋骨
異常，顎骨内嚢胞，大脳鎌石灰化等の発達奇形
と，髄芽腫や基底細胞癌等の易腫瘍形成性を特徴
とし，遺伝性高発癌性疾患としても知られる。本
疾患の原因遺伝子はPTCH1でありこの変異に
よるPTCHタンパクのハプロ不全で疾患が発症
するが，加齢とともに生じる癌に対する対処法
はまだ確立されていない。興味ある現象として
腫瘍に対し放射線照射すると照射皮膚領域に新
たな基底細胞癌が群発することが知られている。
我々は，GS患者由来の細胞にX線を照射すると，
DNA複製が亢進し（Biochem Biophys Res Com-
mun 1997），細胞周期のG2/M期で停止して照射
に起因するアポトーシスが著明に抑制されること
（Jpn J Cancer Res 1999）を見出し，放射線等で
誘発されるアポトーシスシグナルはタンパク相互
作用によって調節され（Proc Natl Acad Sci U S 
A 2001），そのキナーゼを調節する新たなるリン
酸化部位を同定した（Oncogene 2003）。さらに
日本人GS患者におけるPTCH1遺伝子変異を体
系的に明らかにし（Hum Mutat 2003），PTCH遺
伝子は分化過程においてアイソフォームを形成し
（Hum Mol Genet 2005），PTCHスプライシング
異常はU7RNAを用いて補正可能であること（Bio-
chem Biophys Res Commun, 2007），PTCH1
変異がAlu配列を介して行われうること（Hum 
Genet 2007），骨形成コントロールにPTCH1遺
伝子が不可欠であること（Dev Cell 2008），顎骨
嚢胞症例におけるPTCH1変異（J Hum Genet 
2009）を相次いで示してきた。これらの知見を受
け，我々は2009年から新たに厚生労働省科学研究
費補助金難治性疾患克服事業として「Gorlin症候
群における病態解明と治療法確立のための臨床的
研究」をスタートした。文科省科研費も 3期連続
交付を受けており，今後も本疾患における病因解
明と治療法を確立するため，研究活動を継続して
ゆく予定である。
2  ）先天代謝異常症に対する肝細胞移植治療，ミ
トコンドリア呼吸鎖異常症の解析
①先天代謝異常症に対する肝細胞移植治療の研究
　先天代謝異常症は生涯続く食事療法，薬物療法
を余儀なくされる難病である。内科的管理困難例
に対して生体部分肝移植が施行され，先天代謝異
常症の治療としての生体部分肝移植は確立された
感がある。しかしながら生体部分肝移植は，術後
合併症，長期にわたる免疫抑制療法など問題点が
多く，さらにドナーの半数に臓器提供後，何らか
の健康不安があることが近年明らかになってい
る。同症においては，正常な肝細胞が10-15％程
度存在すれば代謝異常を正常化させることが可能
であるため，肝移植に代わる次世代の治療法とし
て肝細胞移植が期待されている。平成18-19年度
科学研究補助金の助成を受け，ドナー肝細胞を肝
細胞移植後にレシピエント肝内にて増殖させるた
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めの新たな手法（CDCA－CrmA法と呼称）を
開発した。この手法の臨床応用を目指し，現在マ
ウスでの移植実験を行い，基礎データを集積して
いる。
② ミトコンドリア呼吸鎖異常症（MRCD）の病
因診断と分子病理の研究
　MRCDは，最もcommonな先天代謝異常症
（1/5000）である。本邦では筋病理組織および
mtDNAの解析によりMELASなどの神経筋疾患
は一部解明されてきたが，それ以外は診断でき
なかった。そこで，メルボルンのMurdoc小児医
学研究所及びLa trobe大学生化学教室と連携し，
呼吸鎖の酵素活性及びBlue Native-PAGE解析に
基づく病因診断を開始した。この 1年間で，150
家系153症例中64症例（42％）をMRCDと診断し
た。半数以上は新生児期から乳児期に発症してお
り，約 4分の 3の症例が原因不明の先天性高乳酸
血症と臨床診断されていた。また，SIDSやイン
フルエンザ脳症と臨床診断された興味深い症例も
含まれていた。さらに，肝不全を起こすミトコン
ドリアDNA枯渇症候群と診断した症例も 8家系
判明した。そのうち 3家系で責任遺伝子が同定し
た（MPV17，POLG，DGUOKの変異）。こうし
た症例の多くは核DNAの異常である。今後も本
症の診断・責任遺伝子の解明を行なっていく。
3  ）川崎病，肺高血圧症，先天性心疾患に関する
研究
　川崎病，肺高血圧症，先天性心疾患などを研究
テーマに活動を行っている。ここでは川崎病の研
究成果について示す。
　我々は，急性期血管炎には血管透過性の亢進を
もたらす因子の一つである血管内皮細胞増殖性因
子（VEGF）が深く関与していることを示してき
た。さらに川崎病血管炎の病態を解析し，新たな
る治療法の確立を目標としている。
1）川崎病血管炎の病態について
①  p38 mitogen act ivated protein kinase
（p38MAPK）からの検討
　川崎病では種々のサイトカイン産生がみられる
が，これらサイトカインにより活性化されるp38 
mitogen activated protein kinase （p38MAPK）
も，末梢血単核球においても活性化していた。in 
vitroにおいて患者血清で培養ヒト臍帯静脈血管
内皮細胞（HUVEC）を刺激すると，ガンマグロ
ブリン治療（IVIG）不応例血清ではHUVECの
p38MAPKの活性化の増強，血管透過性亢進，増
殖能や管腔形成能（＝血管新生）の低下をもたら
した。そこにp38MAPK阻害薬を添加すると，亢
進した血管透過性や低下した管腔形成能が正常化
したことから，阻害薬が川崎病血管炎治療となる
可能性が示唆され検討している。
② 血管炎の持続－リンパ管新生因子vascular 
endothelial growth factor （VEGF）-Dからの検
討－
　IVIG不応例では血管炎を抑制できず，血管透
過性亢進と血漿蛋白漏出による浮腫が持続し，や
がて冠動脈瘤へと進展していく。一般に，炎症修
復時にはリンパ管新生（リンパ管拡張）が起こり，
漏出蛋白はリンパ管へと回収される。そこで川
崎病血管炎の修復機序をVEGF-Dから検討した。
急性期の血清VEGF-D値は高く，剖検心組織で
もリンパ管が拡張し，リンパ管内皮細胞や周囲
の浸潤細胞でのVEGF-D蛋白の発現がみられた。
一方，冠動脈瘤合併例では血清VEGF-D値は低
く，炎症修復機転の遅れによる瘤形成の可能性が
示唆された（第44回小児循環器学会総会会長賞候
補演題）。VEGF-Dが血管炎修復への新たなる治
療につながる可能性があり検討を進めている。
2）難治性川崎病に対する新たなる治療戦略
　近年，血管炎の病態において活性好中球による
血管内皮細胞障害が注目され，活性化酵素やエラ
スターゼが重要な働きをしていると考えられてい
る。急性期川崎病においても，末梢血好中球増多，
血中エラスターゼの高値，剖検組織における冠動
脈病変部のエラスターゼ陽性好中球浸潤などが報
告されており，川崎病血管炎における血管内皮障
害への好中球エラスターゼの関与が示唆される。
現在 IVIG不応例に対し，IVIG追加療法に加えて
新たな好中球エラスターゼ阻害薬（エラスポー
ルⓇ）の併用療法を行っている。この治療により
冠動脈瘤合併例は減少しており，有効な追加治療
の一つとして期待されている。
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4  ）Bmi1による神経芽腫の発がん制御に関する
研究
　ポリコーム遺伝子産物Bmi1はマウスB細胞性
リンパ腫の発がんに関与する因子として同定さ
れ，さまざまなタイプの正常幹細胞やがん幹細
胞において自己新生に必要であることが報告さ
れている。神経芽腫においてもBmi1の発がんへ
の関与を示唆する報告があり，発がん機構の解
明に重要な因子であると考えられている。WST 
assayを用いてBmi1の細胞増殖に関する機能解
析を行った。Bmi1発現亢進により神経芽腫細胞
株の増殖が促進され，発現抑制により細胞増殖
が抑制された。またBmi1発現抑制により神経
への分化が認められた。神経芽腫細胞株を分化
誘導すると，Bmi1の発現が低下し分化マーカー
の上昇が認められた。以上からBmi1は神経芽腫
細胞の細胞増殖を制御し，幹細胞性に寄与して
いることが判明した。Luciferase reporter assay
とChIP assayを用いてMYCNによるBmi1転写
への影響を検討したところ，MYCNはBmi1の
promoter領域のE-boxに結合しMYCNの発現を
epigeneticに亢進していることが判明した。腫瘍
特異的cDNA microarrayを用いてBmi1の関与
している遺伝子を網羅的に解析し，がん抑制遺伝
子KIF1BβとTSLC1の発現が抑制されることが
判明した。RT-PCRでも同様の結果が得られた。
またChIP assayによって，これらの遺伝子のプ
ロモーター領域にBmi1が結合していることが判
明した。これまでの報告では，Bmi1はp14ARF/
p16INK4a経路を介して発がんに作用していると
いわれてきたが，この経路を介さないepigenetic
な作用機序が存在することが分かった。
　以上まとめると，神経芽腫の発がん･悪性化に
重要な意義を持つがん遺伝子産物MYCNがBmi1
の転写が制御されていること，Bmi1が神経芽腫
細胞増殖･分化を制御していることを明らかにし
た。Bmi1のエフェクターとして神経芽腫発がん
に関与するがん抑制遺伝子KIF1BβとTSLC1を
同定した。我々は今回，geneticな変化からepi-
geneticな変化に至る神経芽腫における新たな発
がん制御機構の存在を初めて明らかにした。
おわりに
　このように 2つの大きなグループとして研究を
進めてきているが，その中で類似のテーマも出現
している。今後，小児科内での各臨床研究グルー
プ間のさらなる連携を進めてよりレベルが高く，
また新たな視点での研究を目指したいと考えてい
る。
文　　献
1）  Suzuki Y, Hattori S, Mashimo Y, Funamizu M, 
Kohno Y, Okamoto Y, Hata A, Shimojo N. CD14 
and IL4R gene polymorphisms modify influence of 
day care attendance on total and specific serum 
IgE levels in school children. J Allergy Clin Im-
munol 2009; 123: 1408-11.
2）  Shimojo N, Katsuki T, Tateno N, Tomiita T, Koh-
no Y. T helper lymphocyte response to respirato-
ry syncytial virus and its components in patients 
with respiratory allergy and non-atopic controls. 
Int Arch Allergy Immunol 2008; 147: 110-6.
3）  Suzuki S, Shimojo N, Tajiri Y, Kumemura M, 
Kohno Y. Differences in the composition of intesti-
nal Bifidobacterium species and the development 
of allergic diseases in infants in rural Japan. Clin 
Exp Allergy 2007; 37: 506-11.
4）  Inoue Y, Shimojo N, Suzuki Y, Campos E, Ya-
maide A, Suzuki S, Arima T, Matsuura T, Tomiita 
M, Aoyagi M, Hoshioka A, Honda A, Hata A, 
Kohno Y. CD14 -550 C/T, which is related to the 
serum soluble CD14 Level, is associated with the 
development of respiratory syncytial virus bron-
chiolitis in the Japanese population J Infect Dis 
2007; 195: 1618-24.
5）  Kinoshita K, Minagawa M, Anzai M, Sato Y, Ka-
zukawa I, Shimohashi K, Ota S, Kohno Y. Char-
acteristic height growth pattern in patients with 
pseudohypoparathyroidism: comparison between 
type 1a and type 1b. Clin Pediatr Endocrinol 2007; 
16: 31-6.
6）  Minagawa M. Pseudohypoparathyroidism. Clin 
Pediatr Endocrinol 2005; 14 （Suppl 23）: 9-16.
7）  Fukasawa C, Ishiwada N, Ogita J, Hishiki H, 
Kohno Y. Effects of disodium cromoglycate on 
enhanced adherence of Haemophilus influenzae 
to A549 cells infected with respiratory syncytial 
virus. Pediatr Res 2009; 66: 168-73.
8）  Ishiwada N, Kurosaki T, Terashima I, Kohno Y. 
The incidence of pediatric invasive pneumococcal 
disease in Chiba　prefecture, Japan （2003-2005）. 
Journal of Infection 2008; 57: 455-8.
9）  Ishiwada N, Fukasawa C, Inami Y, Hishiki H, 
Takeda N, Sugita K, Kohno Y. Quantitative mea-
surements of Hemophilus influenzae type b capsu-
lar polysaccharide antibodies in Japanese children. 
Pediatr Int 2007; 49: 864-8.
310 下　条　直　樹・他
10）  Fujii K, Minami N, Nishino I, Hayashi Y, Nonaka 
I, Tanabe Y, Takanashi J, Kohno Y. Homozygous 
Female Becker muscular dystrophy. Am J Med 
Genet 2009; 149A: 1052-5.
11）  Fujii K, Nagasawa K, Inoue Y, Suzuki S, Uchika-
wa H, Kohno Y. Acute motor axonal neuropathy 
during intensive immunosuppressive therapy for 
macrophage activation syndrome. Brain Dev 2008; 
30: 160-3.
12）  Fujii K, Ishikawa S, Uchikawa H, Arai H, Tanaka 
Y, Sasaki K, Kohno Y, Yamada M, Aburatani H, 
Miyashita T. High density oligonucleotide array 
with sub-kilobase resolution reveals breakpoint 
information of submicroscopic deletions in nevoid 
basal cell carcinoma syndrome. Hum Genet 2007; 
122; 459-66.
13）  Fujii K, Goldman EH, Zhang L, Chen J, Park HR, 
Fu H. Negative control of apoptosis signal-regulat-
ing kinase 1 through phosphorylation of Ser-1034. 
Oncogene 2004; 23: 5099-104.
14）  Ju W, Ogawa A, Heyer J, Nierhof D, Yu L, Kuch-
erlapati R, Shafritz DA, Bottinger EP. Deletion of 
Smad2 in mouse liver reveals novel functions in 
hepatocyte growth and differentiation. Mol Cell 
Biol 2006; 26: 654-67.
15）  Nierhoff D, Ogawa A, Oertel M, Chen YQ, Shaf-
ritz DA. Purification and characterization of 
mouse fetal liver epithelial cells with high in vivo 
repopulation capacity. Hepatology 2005; 42: 130-9.
16）  Abe J, Ebata R, Jibiki T, Yasukawa K, Saito H, 
Terai M. Elevated granulocyte colony-stimulating 
factor levels predict treatment failure in patients 
with Kawasaki disease. J Allergy Clin Immunol 
2008; 122: 1008-13.
17）  Higashi K, Terai M, Hamada H, Honda T, Kanaza-
wa M, Kohno Y. Impairment of angiogenetic ac-
tivity in the serum from patients with coronary 
aneurysms due to Kawasaki disease. Circ J 2007; 
71: 1052-9.
18）  Ochiai H, Takenobu H, Nakagawa A, Yamaguchi 
Y, Kimura M, Ohira M, Okimoto Y, Fujimura Y, 
Koseki H, Kohno Y, Nakagawara A, Kamijo T. 
Bmi1 is a MYCN target gene and regulates tu-
morigenesis via repression of tumor suppressor 
genes in neuroblastoma. Oncogene submitted.
